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論文内容要旨
 【目的】
 生体内における造血は,造血幹細胞や液性因子のみならず,多様な細胞によって形作られる造
 血微小環境が重要な役割を果たしている。造血微小環境を構成する細胞は,サイトカインの産生
 や造血幹細胞とのcell-to-cellinteractionより,造血幹細胞の定着,分化と増殖,成熟細胞の血
 中への放出などを制御調節し,恒常的造血に関わっていると考えられている。この造血微小環境
 を構成する骨髄ストローマ細胞は様々な細胞からなり,それらの起源や機能の解析のため各々の
 細胞を株化して細胞株毎に機能を解析することは有効な方法である。腫瘍ウイルスであるSV40
 による七ransformationを利用してヒト骨髄ストローマ細胞の培養株を作り,機能の解析に用い
 られている。また,Lipofectin法はDNAを1ipofectincomplexとして培養細胞と容易に融合さ
 せ,DNAの取り込みと発現を促進させる。本法は他の方法に比べ,手技が容易で,再現性や効
 率も高く,さらに,ウイルス複製能を欠いたorigin-defectiveSV40DNAを用いることで,安
 全かっ簡便なSV40DNAの細胞内への導入が可能となる。本研究はこの方法を用いて骨髄スト
 ローマ細胞株を樹立し,それぞれの細胞株の形質とサイトカイン産生を評価することにより,多
 様な細胞より構成される骨髄ストローマの解析に対する本法の有効性の検討を目的とする。
 【材料と方法】
 正常骨髄ストローマ細胞として,骨髄移植ドナー(BM1)並びに骨髄検査を必要とした非血
 液疾患女児(BM2)の骨髄細胞付着細胞を用いた。Dexter培地で1～4週間培養後の付着細胞
 をヒト骨髄ストローマ細胞として用いた。Lipofectin法でorigin-defec七iveSV40DNAを導入
 後,96ウェルプレートに分注し増殖細胞を分別,得られた20細胞株にっき以下の研究を行った。
 ①Lipofect孟nを用いたSV40DNAtransfectionによる細胞株化効率。②サザンプロット法によ
 る細胞へのSV40integra七ionの確認とclonalityの検討。③特殊染色並びに蛍光抗体法による
 細胞株の性状の解析。④RT-PCR法によるGM-CSF,M-CSF,SCF,IL-3mRNAの検出。
 ⑤ELISA法による培養上清中のGM-CSF,G-CSF,IL-3濃度の測定。
 【結果】
 ①BM1およびBM2より合計20個の細胞株が得られ,細胞株樹立効率は7.3cell/105,0.7cell/105
 と推定された。②EcoRI消化によるサザンプロット法では検査した15細胞株すべてにバンドが認
 められた。12株においては,バンドが1本ないし2本認められ,origin-defectiveSV40DNA
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 内に1ケのEcoRI部位を有していることから単クローン性の増殖をしているものと考えられた。
 検出されたバンドの部位は一定ではなく,atrandomな組み込みであった。#4,#10,姐2
 の細胞株では複数のminorbandが検出され,充分な単クローン性が得られていないことが示唆
 された。③得られた20個の細胞株はいずれも紡錘型で,細胞質に脂肪滴は見られず,CoエlagenI,
 皿,IV,Fibronectin,Actinはそれぞれ調べたすべての細胞株で陽性であった。FactorV皿は15
 細胞中明らかな陽性細胞は見られず,ALPとSudmBlackBは陽性細胞が少なく,細胞株は
 fibloblastに近いものと思われた。④GM-CSF,SCFmRNA由来の増幅DNAフラグメントは,
 調べたすべてに認められた。M-CSFmRNA由来の増幅DNAフラグメントは,3細胞株を除い
 てすべてに認められた。IL-3mRNA由来の増幅DNAフラグメントはストローマ細胞株姐9に
 認められた。⑤培養上清中のIL-3は14細胞株すべてにおいて検出限界以下であった。GM-CSF
 は,2細胞株以外すべてに検出された。G-CSFは,14細胞株中9細胞株に検出され,3細胞株
 で,高濃度のG-CSFが検出された。
 匿考案》
 骨髄ストローマ細胞の機能解析のため,DNA複製能を欠いたorigin-defectiveSV40DNAを,
 Llpofectinを用いて安全にかっ簡便に細胞へ導入することでストローマ細胞株を樹立し,その形
 質および造血因子の産生を検討した。本研究において樹立された20ケの骨髄ストローマ細胞株は,
 ほぼ全てがfibroblas七様細胞であり,血管内皮細胞や脂肪細胞など他の多様な骨髄ストローマ
 構成細胞を株化することはできなかったが,サイトカインの産生,mRNAの発現については様々
 な細胞がみられ,機能的な多様性が示唆された。本法は他の方法に比べ細胞株樹立効率も劣らず,
 又,安全性が高く,手技上容易である点において優れ,単クローン性獲得の効率が高いと推定さ
 れる事から有用であると考えられた。
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 審査結果の要旨
 生体内における造血は,造血幹細胞や液性因子のみならず,多様な細胞によって形成される造
 血微小環境が重要な役割を果していることが明らかにされっっある。骨髄ストローマ細胞は様々
 な細胞(細網細胞,マクロファージ,脂肪細胞,線維芽細胞,血管系,神経組織等)から成り,
 それらの起源や機能の解析は,多様な細胞群であるが故に容易ではない。多様な骨髄ストローマ
 細胞を一括して扱うのではなく,個々の細胞レベルでの機能と細胞間ネットワークを解析する必
 要性が生じている。したがってその機能を研究するために各々の細胞を株化して細胞株毎に機能
 を解析する方法が試みられている。本研究は,骨髄ストローマ細胞の機能解析のため,DNA複
 製能を欠いたorigin-defec七iveSV40DNAをリポフェクチン法により安全に且つ簡便に細胞へ
 導入することによりストローマ細胞株を樹立し,その形質および造血因子の産生を検討したもの
 である。本研究において樹立された20コの骨髄ストローマ細胞株は,ほぼ全てが線維芽細胞様
 細胞であり,血管内皮細胞や脂肪細胞など他の多様な骨髄ストローマ構成細胞を株化することは
 できなかったが,サイトカインの産生,mRNAの発現については様々な細胞がみられ,機能的
 な多様性が示唆された。本法は他の方法に比べ細胞株樹立効果も劣らず,又,安全性が高く,手
 技上容易である点において優れ,単クローン性獲得の効率が高いと推定された。
 本研究は,骨髄ストローマ細胞の解析に対する一つの有用な細胞株樹立法を提示したものであ
 り,医学博士の授与に価いするものと評価された。
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